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1#) b!lf^f en >, ZUr M He " tellUne ^vonktionsfahiger Proteinspezies aUs 
bxologischen Membranen, dadurch gekennzeichnet, dafl eine 5 

2 ) vitriol nskla " e / li-nitiert zu einer Suspension gegeben wire 

gens B verwendet wird, ct «i. 

3 d!^ r ° n "k^ J #) m * 2 - } » dad " r <* gekennzeichnet, daC das „„. 
^ detergens abdialysierbar ist. V 

da5 f S?r° n n K Ch 1#) Uad Z ' ) und /°der 3 .), dadurch gekennzeichU- 
miLh hergestellten Substanzen in biologischfn Oder bioSfc 

dunfrrnde 1 " 1115011611 TeSt " U * d/ 6der Herstellungssys te.en V.^ 
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,EH»UH» ZUH HEKSTELLUNG MEMBKANSTAKDIGEH P«OTEI»E AUS 
BJOLOGISCHEH MATERIAL ZUH ANVENDUNG IN BIOLOGISCHEN SYSTEMS*. 

In der »odernen Biocbe m ie erveitern sicb stSndig ^^J;;^.. 

« 0 ^U^^S.2=^rSS B S^=-SL Oder anderer Zeller- 

ganellen stammen. Woteine sind von nerausragender Bedeu- 

Solche membranstandigen Proteine s B eziehungen der Zellkom- 

tung, da sie in vielf altiger « e±ncs 0rgani smus unterein- 

partimente, der Zellen und de ^ J~"™ d e d " bei den Gesamtzus tand 
Lder kont*olll.r« ^ r.^«~" als auch ihre Be - 

der Einzelzelle ( Zellstoliwecnse^ Zell- 
ziehungen nach auBen (Nahr^gs-^d Korpers ffwe bes ; inme n. 
Zell- Erkennung, Komplement- und Immunreaktionen, 

• ^ - j iT1 ihrer natiirlichen Umgebung in 
Membranstandige Proteme sxnd in ^rer na Qder 1± id _ 

£f -edocb sehr ^ .^Trn^™.- des 

I^uT^ Ort 
Art und dem Entvicklungszustand des Probegeve 

des Vorkommens in der Zelle selbst. 

^rui-nftisch^ ^rsuenen'ode/rur «e— n aur StruKtur Oder 
Wirkungsweise dieser Proteme.. 

Bei m Einsatz der so da.r g estell«n • -mbran^tandieen Protege ,„ 
sensible biologische Test- Oder Kultursyst em stoffe 

. r^eUr^rerrf r^ , ss^^H^ss5i=. 

brriard^r^elt^rerKS^urs^eL'r^nseLt^en.GeSebe.uX- 

turen ) als toxisch erviesen. n, sehen, daB sich die 

D er Grund hierfur jj' aer Preteine'auf Grund der 

. Detergenzien A im lipophiiien ^i ii hersc huB anlagern und sich^ 
lipophilen Wechselwirkung .t.t, ^^dann bSm Einf atz in ecnpfind- 
diese iiberschussigen Detergenzien a "ou w Dmhrane n der Test- oder 
licnen Test- Oder Kaltursystemen .n o« t »™*™»° t«ren Oder c: _ 
Kulturobjekte einlagern und dort^en lung der ^en,bran- 

^SSSSS^UiSiuSSat.* S». durfh lytiscbe, inbibierende Oder 
toxische Virkung per se, 
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Der erfindungsgemafie Gedanke ist nun der, zur Herauslosung 

der membrans tandigen Proteine nur eine so minimal e Menge 

an Detergens A zu verwenden, daB beim Einsatz der solubili sierten 

( in bestandige : Lbsung uberfiihrten) Proteine in Test- oder Kultur- 

systeme vie oben beschrieben eine toxische Virkung unterbleibt, da 

Detergens A nicht im Uberschufi vorhanden ist. 

Es hat sich jedoch gezeigt, daB die Minimalkonzentration an 
Detergens A, die zur Solubilisierung der Proteine erforderlich 
ist, fiir viele Anwendungszwecke bereits zu toxisch wirkt, wenn 
die Solubilisierung mit dem Detergens A alleine vorgenommen 
wird. . 
Deswegen wird weiter vorgeschlagen, ein Hilfsdetergens B etizusetzen, 
das physiologisch vertraglich ist und bis zu einem gerihgeri fiest- 
bestand -der dazu erforderlich ist, das praparierte Protein in 
Lbsung zu halten- wieder durch Dialyse entfernt verden kann, 

Auf Grund der lipophilen Vechselwirkung zvischen Lipiden, 
Detergenzien A und den Abschnitten der membrans tandigen Proteine 
im Bereich- der Einbettung dieser Proteine in der Membran ist die. 
gewiinschte Besetzung der lipophilen Pro t einberei che in minimalster 
konzentration Detergens A durch die Einstellung eines Glei chgewich- 
tes gegen eine Dialysierf liissigkei t mit vqrgegebener Konzentration 
Detergens A nicht moglich: Der entstehende " Schwann 11 von Deter- 
gens A- Molekiilen urn die fraglichen Proteins trukturen wiirde sofort 
wieder zu einer liber das tolerierbare MaB hinausgenden Anlagerung 
fiihren. 

Vielmehr erreicht man aber diese, fur eine " Minimalsolubilisation 11 
der membrans tandigen Proteine notwendige Anlagerung von Detergens A 
dergestalt, daB zu einem bestehenden Dialysesys tern mit einer be- 
kannten Menge Protein in den Membranfraktionen bekannter Herkunft 
eine festgelegte. Menge Detergens A von auDen zugegeben wird. 
Nur durch langsame Diffusion ±n das proteinhal tige Dialysat laBt 
sich die Anlagerung von Detergens A kontrollieren und limitieren. 

Arbeitsvorschrift: 

Nach einem der an sich bekannten Verfahren werden in sich einheit- 
liche Fraktionen vcn Zellmembranen gewonnen ( AufschluBj french- 
press, Ultrabeschallung, Homogenisierung, Zentrif ugat ionen u.s.w. ) 
und in Puffer B (cnthalt Detergens B ) aufgenommen und homogenisiert, 
Nach diesem Prozefl soil die Pro t eink'onzentration im Dialysat 2-8 
mg Protein / ml betragen. Diese Lbsunj wird genau ( /al ) gemessen ; 
und in z. B. einen vorgequollenen Dialyseschlauch gefiillt. Die i 
Dialyse erf olgt gegen etwa das 2 - 8- facheh, vorzugsweise gegen das • 
4- fache Volumen Puffer B. Das Dialysat wird stark geriihrt und 
dann Detergens A tropfenweise in genau vorausberechne t er Menge -iiber 
einen grofleren Zeitraum - z . B # JO min.- zugegeben. Man lafit 2 Stun- 
den weiterriihren, entnimmt den Dialyseschlauch und zentrif ugiert das 
Dialysat. Dabei ist die Zen trif ugation anhaltsweise nach der GroOe 
und der Herkunft der Ausgangs membran en zu bemessen. 

Je nach Verwendungszweck kann das Dialysat vor der Zentrif ugat i on 
vorsichtig auf z. B # das doppelte Volumen mit einer geeigneten Lbsun 
- z. B. Kulturmedium oder Puffer B ohne Detergens B - verdunnt werde 
So erhalt man oft einen Niederschlag Von verglei chbarer Grofie des 
Ausgangsmaterials, wobei aber das herausgel bs t e Protein im libers tand 
verbleibt . 
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weiterverarbeitet warden. n , ulf . t fSllung unter- 

Z B konnen die Proteins ei ^ e ^^opro^eine fassen sich 

Z 2 ' und vieder aufgelost werden, Glyko P isch ka nn 

^er'e^f Kombination davon jere^x ^Spsend analysiert 
des Entvicklungsburos Dr. Bus se, B e kationisch bxw. an- 

Si . lassen sich al. -t.* »""£s£n« \o„ "eHorsan.llen 

immunisierung verwenden. ten zur Pro duktion ™* 

Di e Stimulierung von .. B T.T HiSbei kann das antigene M a * er *^ 
pern ist in- vitro moglxch. "*°™ er * en , da noch verblexbendes 
Vr, hoher Konzentration vorgelegt w «f« en ; B . in de n vials 

Detergens selbst in kleinen Jol-xnas,^ entfalte t. 
von Titerplatten kexne erkennba _ ^ ^ £mul 9ni * 

DETERGEN S KLASS E A : Brij g^^'foO* oder Rene* 6 9 0 

xr» Salz oder Zwittergent . 
DETERGENSK1ASSE B : Cholsaure- Na- Salz od 

f = registrierte Handelsnamen. ^ - 7,2 bis 6,6 

Puffer B. -M Pnospbat/Hydrogenpbosphat , ^.-^^ Hydroxvtoluol 
20 96 Glycerin^ v/v /»«»., 

200 mM Sucrose 

1 OO mM Dithioerythritol 

O.U 96 Detergens B v/v ) , _ 

■ » . bevorzugt AusbeuteProj 

• 1. ^material petergens A bev| 6- — ^ 

fSt^S 5 - -M rtocn ondrien 17 2-6 (flMol § 95 * £ 

Davlfy Mikrosomen 1. 2-5 ^p^ t# ) 4,5 9 0 J "a*. 

Eatte m. Mitochondrien b. 3 - 8 m S 4 0 90 * max. 

??0 Mikrosomen b. 3 - 7 5 Q 92 # £ ^ 

Jormfidiat liver fl. surf, k - 0 ^ Q0 * max. 

brain (b. ) sun. 



